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1 Einleitung 
1.1 Das duktale Pankreasadenokarzinom (PDAC) 
Das duktale Pankreasadenokarzinom (engl. pancreatic ductal adenocarcinoma, PDAC) ist ein 
Karzinom der Bauchspeicheldrüse, an welchem im Jahr 2010 über 16.000 Menschen in 
Deutschland erkrankten (Robert Koch-Institut, Zentrum für Krebsregisterdaten). Das PDAC 
befindet sich an 4. Stelle von tödlichen Tumorerkrankungen mit einer 5-Jahres-
Überlebensrate von < 2% (Siegel et al. 2012). Da der Tumor meist erst in einem 
fortgeschrittenen Stadium diagnostiziert wird, sind kurative Therapieoptionen auf weniger als 
20% der Patienten beschränkt. Zudem zeigen die meisten PDAC-Patienten kein Ansprechen 
auf eine Strahlen- oder Chemotherapie, was die Prognose zusätzlich verschlechtert (Schneider 
et al. 2005). Somit kann eine wesentliche Verbesserung bei der Behandlung von PDAC-
Patienten nur durch eine frühere Diagnose und durch bessere Therapieoptionen erzielt 
werden. Für beides ist die Identifizierung von verlässlichen Biomarken von großer 
Bedeutung, welche die Unterscheidung zwischen PDAC von benignen Pankreaserkrankungen 
zulässt und zudem eine Verbesserung der Therapieoptionen ermöglicht. Die Mehrzahl der 
Pankreastumore entsteht aus dem Gangepithel und den Azinuszellen. Als Ursprung des 
PDAC wird daher das pankreatische Gangepithel mit intraepithelialen Neoplasien angesehen 
(Schneider et al. 2005). Das PDAC ist durch eine ausgeprägte desmoplastische Tumor-
Mikroumgebung charakterisiert, welche mehr als 80% der kompletten Tumormasse 
ausmachen kann. Diese Tumor-Mikroumgebung gilt als vielversprechendes Ziel zur 
Verbesserung der Diagnostik und Therapie von PDAC-Patienten. Das PDAC-Stroma setzt 
sich aus der extrazellulären Matrix, Fibroblasten, Myofibroblasten sowie diversen 
Immunzellen u.a. mit suppressiven Eigenschaften zusammen (Farrow und Evers 2002, Kleeff 
et al. 2007).  
1.2 Die chronische Pankreatitis (CP) 
Die chronische Pankreatitis (CP) ist durch eine anhaltende Entzündung und durch irreversible 
morphologische Umbauvorgänge der Bauchspeicheldrüse gekennzeichnet. Dabei geht sie 
typischerweise mit Schmerzen und dauerhaftem Funktionsverlust einher (Lankisch 2001). 
Fokale Nekrosen und Fibrosen, intraduktale Steinbildung mit Gangerweiterung sowie in 
späteren Stadien ein Diabetes mellitus sind pathomorphologische Kennzeichen und 
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Komplikationen der CP (Etemad et al. 2001, Simon et al. 2001). Die Prävalenz der CP variiert 
aufgrund der Unterschiede in Studiendesign, Diagnosekriterien, Kultur und Geographie; in 
Europa und den Vereinigten Staaten liegt sie zwischen 0,2% und 0,6% und ist somit relativ 
selten (Lévy et al. 2006). Die jährliche Inzidenz wird auf etwa 7-10 pro 100.000 geschätzt 
(Andersen et al. 1982). Die ätiologische Risikofaktoren der CP sind Alkoholkonsum, 
Nikotinkonsum, erbliche Mutationen, duktale Obstruktion und Autoimmunfaktoren 
(Schneider et al. 2007). 
Die CP wird als Risikofaktor für die Entwicklung eines PDAC betrachtet, da sie ebenfalls 
eine tiefgreifende Desmoplasie wie das PDAC zeigt (Farrow und Evers 2002, Kleeff et al. 
2007). Trotz der starken Ähnlichkeit zwischen PDAC und CP entwickeln weniger als 5% der 
Patienten mit einer CP ein PDAC (Raimondi et al. 2010). 
1.3 Das Immunsystem 
Eine der Aufgaben des menschlichen Immunsystems ist es, den Körper vor transformierten 
Zellen zu schützen. Für die Erkennung von Tumorzellen sind sowohl Komponenten des 
angeborenen als auch des adaptiven Immunsystems notwendig (Okabe und Medzhitov 2014, 
Waldmann 2003).  
Die adaptive Immunabwehr wird durch B-Lymphozyten und T-Lymphozyten (T-Zellen) 
repräsentiert. Die T-Zellen exprimieren einen membrangebundenen T-Zell-Rezeptor (TZR), 
welcher der Erkennung von Antigenen dient, die von Antigenpräsentierenden Zellen (APZ) 
präsentiert werden. Auf Grundlage ihrer Ko-Rezeptoren unterscheidet man CD4
+
 T-Zellen 
und CD8
+
 T-Zellen. CD4 wird von T-Helferzellen und CD8 von zytotoxischen T-Zellen 
exprimiert (Zeitlmann et al. 2001, Gao und Jakobsen 2000, Gao et al. 2002). 
Der TZR ist mit dem invarianten CD3-Komplex verknüpft. Die Mehrzahl der T-Zellen tragen 
einen TZR, der sich aus einer α- und einer β-Kette zusammensetzt (Davis et al. 1998, 
Rudolph et al. 2006). 1-5% der T-Zellen des Blutes besitzen einen TZR, welcher aus einer - 
und einer -Kette besteht. -T-Zellen sind in der Regel CD4 negativ, exprimieren aber 
ebenfalls den CD3-Komplex und in etwa 30% auch CD8. Im Unterschied zu αβ-T-Zellen 
erkennt die Hauptpopulation humaner γδ-T-Zellen keine prozessierten Peptide, sondern 
niedermolekulare, phosphorylierte Metabolite des bakteriellen (nicht-Mevalonat) 
Stoffwechselweges der Isoprenoid Biosynthese (sogenannte Phosphoantigen, PAg) (Hayday 
2000, Chien und Bonneville 2006). Aminobisphosphonate (n-BP) oder Alkylamine, die von 
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APZ aufgenommen werden, inhibieren die Farnesylpyrophosphat-Synthase in diesen und 
führen zur Akkumulation und Freisetzung von PAg, die γδ-T-Zellen stimulieren (Hayday 
2000, Hintz et al. 2001).  
1.3.1 CD4+ und CD8+ αβ-T-Zellen 
CD4
+
 bzw. CD8
+
 αβ-T-Zellen erkennen prozessiertes Antigen in Form von kurzen 
Peptidfragmenten, die an HLA-Moleküle von APZ gebunden sind. CD4
+
 αβ-T-Zellen 
erkennen meist Antigene aus endozytotischen Vesikeln in Verbindung mit HLA-Klasse II 
Molekülen, während CD8
+
 αβ-T-Zellen zytosolische Antigene im Zusammenhang mit HLA-
Klasse I Molekülen erkennen. Die Aktivierung des TZR/CD3 Komplexes auf T-Zellen nach 
Erkennung des Antigen/HLA-Komplexes auf APZ induziert u.a. die Expression von 
Rezeptoren (z.B. CD25, CD69), die Freisetzung zytotoxischer Mediatoren, wie Granzyme 
und Perforin, und von Chemokinen und Zytokinen. CD4 und CD8 als Ko-Rezeptoren 
verstärken die Bindung HLA-Moleküle auf APZ und sind für die Antigen-spezifische 
Aktivierung wichtige Ko-Faktoren (Zamoyska 1998). 
Abhängig von den erkannten Antigenen und dem umgebenden Zytokinmilieu differenzieren 
T-Zellen u.a. zu T-Helferzellen (TH1)/zytotoxischen T-Zellen (TC1), TH2/TC2, oder 
regulatorischen T-Zellen (Treg) (Davis et al. 1998, Rudolph et al. 2006). Interferon-γ (IFN-γ) 
und Tumornekrosefaktor-α (TNF-α) werden u.a. durch TH1- und TC1-Zellen produziert, ihre 
Funktion besteht in der Aktivierung von Makrophagen und Eliminierung intrazellulärer 
Krankheitserreger. TH2- und TC2-Zellen produzieren u.a. Interleukin-4 (IL-4), Interleukin-5 
(IL-5) und Interleukin-10 (IL-10). TH2-Zellen spielen u.a. eine Rolle bei der Aktivierung von 
B-Zellen und somit der Synthese von Immunglobulinen (humorale Abwehr) und Allergien 
(Romagnani 1992). TH17-Zellen setzen IL-17, TNF-α und GM-CSF (von engl. granulocyte 
macrophage colony-stimulating factor) frei und sind wichtig für die Pathogenese von 
Autoimmunerkrankungen, während Treg die Aktivierung des Immunsystems supprimieren 
und dadurch die Selbsttoleranz des Immunsystems regulieren (Bettelli et al. 2006, Annunziato 
2012). Virusinfizierte und entartete Zellen werden von CD8
+
 T-Zellen erkannt und eliminiert.  
1.3.2 -T-Zellen 
-T-Zellen repräsentieren eine kleine Subpopulation der T-Lymphozyten, die u.a. eine Rolle 
in der Tumorabwehr spielen. Neben ihrer Fähigkeit Antigene zu präsentieren, stellen -T-
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Zellen eine vielversprechende Zellpopulation für die Krebstherapie dar, da sie Tumorzellen in 
HLA-unabhängiger Weise abtöten können (Himoudi et al. 2012, Braza und Klein 2013). Wie 
andere T-Zellen umfassen γδ-T-Zellen heterogene Subpopulationen, die sich auf der 
Grundlage von Oberflächenmarkern und Effektorfunktionen unterscheiden. 95% der im 
peripheren Blut vorkommenden -T-Zellen gesunder Erwachsener exprimieren als Variables 
TZR Element V9 in Assoziation mit V2, sogenannte V9V2-T-Zellen. Daneben existieren 
V1-T-Zellen, welche weitgehend mit V2, 3, 4, 5 oder 8 assoziiert sind und insbesondere in 
der Lunge, in der Haut und im Darm vorkommen (Kabelitz et al. 2005, Chiplunkar et al. 
2009). Die Expression von V3, 4, 5 und 6 ist beschrieben, jedoch ist die Funktion und 
Lokalisation dieser Subpopulationen im Menschen weitgehend unbekannt (Chien und 
Bonneville 2006). 
Während PAg des prokaryontischen Nicht-Mevalonat Weges der Isoprenoid Biosynthese 
V9V2-T-Zellen aktivieren (Eberl et al. 2003), reicht die physiologische Konzentration der 
PAg des Mevalonat Stoffwechselweges in Eukaryonten nicht aus, um V9V2-T-Zellen zu 
stimulieren. Sowohl eine Dysregulation des Mevalonat Stoffwechsels in Tumorzellen als auch 
der Einsatz von Aminobisphosphonaten oder Alkylaminen führt zu einer Akkumulation von 
endogenem PAg (Gober et al. 2003, Roelofs et al. 2006). Endogen akkumuliertes PAg 
interagiert mit dem kostimulatorischen Molekül der B7 Familie CD277 (Butyrophilin-3), 
welches zur Aktivierung von -T-Zellen führt (Harly et al. 2012, Kabelitz 2012). Neben ihrer 
Zytotoxizität gegenüber Tumorzellen können aktivierte V9V2-T-Zellen mittels zytolytische 
Proteine wie Perforin, Granulysin die Lebensfähigkeit von z.B. extrazellulärem und 
intrazellulärem Tuberkulose Erregern reduzieren (Dieli et al. 2001). 
Vorbefunde der Arbeitsgruppe Wesch/Kabelitz zeigten eine Zytotoxizität humaner γδ-T-
Zellen gegen PDAC Zellen nach Aktivierung der γδ-T-Zellen mit PAg oder n-BP in vitro, 
welche durch den Einsatz von Toll-like-Rezeptor (TLR) Agonisten verstärkt werden konnte 
(Wrobel et al. 2007,  Shojaei et al. 2009). TLR Agonisten werden bereits als Adjuvanzien für 
Impfstoffe oder in der Tumortherapie eingesetzt (Connolly und O'Neill 2012). Eine 
Tumorreduktion und eine überlebenssteigernde Wirkung konnte auch in vivo nach 
wiederholtem adoptiven Transfer von aktivierten humanen γδ-T-Zellen plus n-BP/Interleukin-
2 in SCID-Mäusen, welchen humane Pankreastumore appliziert wurden, beobachtet werden 
(Kabelitz et al. 2004). Mehrere Studien berichten auch über eine Aktivierung von -T-
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Lymphozyten mit dem n-BP Zoledronat und Interleukin-2 in vivo und einer partiellen 
Reduktion des Tumorwachstums z.B. bei Patienten mit Prostatakrebs (Dieli et al. 2007) oder 
Brustkrebs (Meraviglia et al. 2010b). Es zeigte sich jedoch, dass die repetitive Stimulation 
humaner -T-Zellen mit n-BP in vivo zu deren Depletion führte (Braza und Klein 2013). 
Dies führte in der Arbeitsgruppe Wesch/Kabelitz zu der Idee, die zytotoxische Aktivität von 
-T-Zellen gegenüber PDAC Zellen durch den Einsatz bispezifischer Antikörper zu 
verstärken, was in Kapitel 1.5 näher beschrieben ist.  
1.4 Der humane epidermale Wachstumsfaktorrezeptor-2 (HER-2/neu) 
HER-2/neu gehört zur Familie der epidermalen Wachstumsfaktorrezeptoren. Das HER-2/neu 
Gen kodiert für einen Glykoproteinrezeptor mit intrinsischer Tyrosinkinase Aktivität, die 
intrazellulär Phosphatgruppen an Tyrosinreste der intrazellulären Effektormoleküle koppelt 
und somit die Zellproliferation und Hemmung der Apoptose induziert (Olayioye 2001). Bei 
einer Überexpression wird HER-2/neu vermehrt durch unterschiedliche bis jetzt nicht 
vollständig erforschte Wachstumsfaktoren aktiviert. 
Eine immunhistochemische Überexpression von HER-2/neu wurde in unterschiedlichen 
Tumoren nicht nur mit einer schlechter Prognose, sondern auch mit einer möglichen Rezeptor 
gerichteten Therapieoption assoziiert (Harder et al. 2012). Die Expression von HER-2/neu im 
PDAC ist mit 11% bis 45% in der Literatur beschrieben (Harder et al. 2012, Tsiambas et al. 
2006, Yamanaka et al. 1993).  
1.5 Bispezifische Antikörper 
Ein bispezifischer Antikörper ist ein rekombinant hergestelltes Immunkonjugat, das durch die 
Fusion von zwei unterschiedlichen variablen Antikörperdomänen zwei unterschiedliche 
Antigene bindet und sie damit einander näherbringen kann. Hiermit ergibt sich eine viel 
versprechende Möglichkeit zur Zytotoxizitätssteigerung von T-Zellen in der Behandlung von 
Tumoren. Dabei wird ein Einzelketten-bispezifisches Antikörperkonstrukt zur Rekrutierung 
von Effektorzellen zu Tumorzellen verwendet (Bargou et al. 2008). Bispezifische Antikörper 
wie Blinatumomab mit einer Spezifität für CD3 auf T-Zellen und für CD19 auf 
Lymphomzellen oder leukämischen Zellen sind effektiv bei der Behandlung von 
hämatologischen Malignomen eingesetzt worden (Nagorsen et al. 2012, Klinger et al. 2012). 
Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass nach adoptiven Zelltransfer humaner γδ-T-Zellen 
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mit einem neu entwickelten bispezifischen Antikörper (mit Spezifität für HER-2/neu auf 
PDAC Zellen und für den Vγ9 TZR auf γδ-T-Zellen) eine Reduktion des Wachstums von 
humanen transplantierten Pankreastumoren in immundefizienten SCID-Mäusen zu 
beobachten war (Oberg et al. 2014). Das neu entwickelte bispezifische Antikörperkonstrukt 
[(Her2)2xVγ9] wurde im Labor der Kooperationspartner PD Dr. Peipp, Dr. Kellner, Prof. Dr. 
Gramatzki (Sektion für Stammzelltransplantation und Immuntherapie, UKSH, Campus Kiel) 
hergestellt.  
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2 Fragestellung 
Einige Veröffentlichungen der letzten Jahre beschreiben, dass die Tumorgenese nicht nur 
durch genetische Veränderungen beeinflusst wird, sondern auch von der Tumor-
Mikroumgebung (Tumor-Stroma) geprägt wird. Das Tumor-Stroma umfasst ein zelluläres 
(z.B. Endothelzellen, Immunzellen, Myofibroblasten und aktivierte Sternzellen) und ein 
nicht-zelluläres Kompartiment (extrazelluläre Matrix). Seitdem bekannt ist, dass die 
gegenseitigen Wechselwirkungen zwischen Tumorzellen und nicht neoplastischen 
Stromazellen die Tumorentstehung und Progression fördern (z.B. durch Verbesserung der 
Zellmigration, Metastasierung oder Chemoresistenz der Tumorzellen), ist das Tumor-Stroma 
als ein wichtiges therapeutisches Ziel identifiziert worden. Das duktale 
Pankreasadenokazinom (PDAC) ist ebenso wie die chronische Pankreatitis (CP), die als 
Risikofaktor für eine PDAC Entwicklung angesehen wird, durch ein ausgeprägtes Stroma 
charakterisiert. In Anbetracht der Tatsache, dass aktivierte -T-Zellen Tumorzellen z.B. des 
PDAC lysieren können (Kabelitz et al. 2004, Wrobel et al. 2007), stellte sich die Frage, 
inwiefern eine Infiltration des Stromas von PDAC- und CP-Patienten durch CD3
+
 -T-Zellen 
oder CD3
+
 αβ-T-Zellen (CD4+ oder CD8+ T-Zellen) stattfindet. Es ergaben sich somit für die 
vorliegende Arbeit folgende Fragen bzw. Zielvorgaben:  
 Ist im PDAC- und CP-Gewebe eine Infiltration von -T-Zellen zu beobachten und 
wenn ja, korreliert diese mit dem klinischen Verlauf? 
 Zur Bestimmung der -T-Zellinfiltration sollte die immunhistochemische -T-Zell 
Färbung etabliert werden.  
 Können infiltrierende CD3
+
 TZR γδ bzw. αβ, CD4+ und CD8+ T-Zellen im PDAC-
Gewebe im Vergleich zum CP-Gewebe nachgewiesen und quantifiziert werden? 
Des Weiteren war es für den Einsatz bispezifischer Antikörper, welche selektiv an 
Tumorantigene wie HER-2/neu und an T-Zellen binden können, wichtig zu überprüfen, ob 
PDAC Zellen HER-2/neu exprimieren. Es sollte daher im Rahmen dieser Arbeit geklärt 
werden, ob der Wachstumsfaktorrezeptor HER-2/neu in PDAC- und CP-Gewebe vergleichbar 
exprimiert wird. Es ergab sich dabei weitere folgende Frage:  
 Exprimieren PDAC-Gewebe den Wachstumsfaktorrezeptor HER-2/neu und korreliert 
diese Expression mit dem klinischen Verlauf?  
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3 Material und Methoden 
3.1 Ethikvotum 
Das Forschungsprojekt wurde von der Ethikkommission des Universitätsklinikums 
Schleswig-Holstein (UKSH), Campus Kiel und des Universitätsklinikums Tübingen 
(Referenznummer: AZ 110/99 und AZ D429/09) genehmigt. Eine schriftliche 
Einverständniserklärung wurde von allen Patienten eingeholt. 
3.2 Patienten und Gewebe  
Bauchspeicheldrüsengewebe wurde von Patienten während der Operation gewonnen. Die 
Aufarbeitung des PDAC-Gewebes und dessen Beurteilung wurden am Institut für Pathologie, 
UKSH, Campus Kiel (Prof. Dr. med. Röcken) durchgeführt. Die Bereitstellung des CP-
Gewebes und die entsprechende Diagnostik hierzu wurden am Institut für Pathologie der 
Universität Tübingen (Prof. Dr. med. Sipos) durchgeführt. Zur Bestimmung von 
prognostischen Variablen für das häufigste Tumorstadium wurden nur PDAC-Patienten (n = 
42) mit dem pathologisch gesicherten Tumorstadium pT3N1M0 eingeschlossen. Die 
Charakteristika aller CP- und PDAC-Patienten sind in Tabelle Nr. 1 zusammengefasst. 
 
Tabelle Nr. 1: Eigenschaften von CP- und PDAC-Patienten 
Parameter  
Anzahl der CP-Patienten 
Durchschnittsalter (Bereich) 
Geschlecht (männlich / weiblich) 
15 
52 (40-69) 
13/2 
 
Anzahl der PDAC-Patienten 
Durchschnittsalter (Bereich) 
Geschlecht (männlich / weiblich) 
 
Tumorstadium (T) 
Lymphknotenbefall (N) 
Metastasen (M) 
 
Tumor-Grading 
G1 (gut differenziertes bösartiges Gewebe) 
G2 (mäßig differenziertes bösartiges Gewebe) 
G3 (schlecht differenziertes bösartiges Gewebe) 
42 
65 (46-85) 
24/18 
 
T3 
N1 
M0 
 
 
  6 
23 
13 
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3.3 Immunhistochemie 
Mit der immunhistochemischen Färbung werden spezifische Proteine (z.B. γδ-TZR) mittels 
(monoklonaler) Antikörper (z.B. anti-γδ-TZR mAk), die mit einem Detektionssystem 
(Zweitantikörper + Chromogen) kombiniert werden, lichtmikroskopisch sichtbar gemacht 
(Abb. 1). 
 
Abb. 1: Vereinfachte Darstellung der immunhistochemischen Färbung. Spezifisches Protein (z.B. γδ-TZR) 
wird mit Hilfe eines (monoklonalen) Antikörpers (z.B. anti-γδ-TZR mAk), und einem Detektionssystem 
(Zweitantikörper + Chromogen) lichtmikroskopisch sichtbar gemacht. 
 
Für die Immunhistochemie wurden in Formalin fixierte und in Paraffin eingebettete serielle 
Schnitte verwendet. Für die Färbungen wurden folgende mAk verwendet: 
- anti-CD3 (Klon SP7, Fisher Thermo Scientific, Schwerte, Deutschland), 
- anti-CD4 (Klon 4B12, Leica Novocastra, Wetzlar, Deutschland), 
- anti-CD8 (Klon C8/144B, Dako Cytomation, Hamburg, Deutschland),  
- anti-HER-2/neu (Klon SP3, Fisher Thermo Scientific, Schwerte, Deutschland). 
Alle Färbungen wurden am Institut für Pathologie, UKSH, Campus Kiel in Zusammenarbeit 
mit Prof. Dr. med. Röcken durchgeführt. Dabei wurde ein voll automatisiertes 
Routineverfahren (Leica BOND-MAX System) verwendet (Helm et al. 2014, Oberg et al. 
2014). 
3.4 Immunhistochemischer Nachweis von -T-Zellen 
Die Etablierung der -T-Zell Färbung erfolgte in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von 
Frau Prof. Dr. rer. nat. Sebens, Institut für Experimentelle Medizin, UKSH, Campus Kiel. 
Dabei wurde als primärer Antikörper der monoklonale anti--T-Zell Antikörper (Klon 3.20, 
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Thermo Scientific, Schwerte, Deutschland) verwendet, der sich zur Anwendung an Paraffin 
eingebettetem Gewebe eignet. 
Der primäre Antikörper ist gegen das konstante -Segment des humanen T-Zell-Rezeptors 
(TZR) gerichtet. Die optimale Färbkonzentration von 3 µg/ml wurde in Vorversuchen 
ermittelt. Unter dem Mikroskop zeigten die damit detektierten -T-Zellen einen roten 
Farbniederschlag, welcher für die Auswertung ausschlaggebend war. In den folgenden 
Unterpunkten sind die verwendeten Reagenzien sowie die Färbemethodik näher erläutert. 
3.4.1 Verwendete Reagenzien und Geräte für die Immunhistochemie 
 Alkohole 100%, 95%, 80%, 70%, 50% (Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland) 
 Antigen Retrieval Solution (Dako, pH 9,0) (Dako, Glostrup, Dänemark) diente der 
Epitopdemaskierung von formalinfixierten Paraffin eingebetteten Gewebeschnitten 
 BSA (Bovine Serum Albumin - Rinderserumalbumin) (Biomol, Hamburg, 
Deutschland) 
o 0,1% BSA Puffer = PBS + 0,1% BSA (0,1g/100ml) 
o 4% BSA Puffer = PBS + 4% BSA (4g/100ml) 
 Carl Zeiss „Axioplan 2.0“ Mikroskop (Zeiss, Jena, Deutschland) 
 Dako AEC Substrate Chromogen (Dako, Carpinteria, Vereinigte Staaten) 
 Destilliertes Wasser, Millipore Wasseraufbereitungssystem (Reinstwasser) (LS 
Orbital, Schwechat, Österreich) 
 Eindeckgläser (Menzel GmbH, Braunschweig, Deutschland) 
 Glyceringelatine (Waldeck, Münster, Deutschland) 
 Hämalaun (AppliChem, Darmstadt, Deutschland) 
 Isotyp-Kontrollantikörper (Maus IgG1, 3µg/ml), (R & D Systems, Wiesbaden, 
Deutschland) 
 Methanol (reinst) (Th. Geyer GmbH, Renningen, Deutschland) 
 Miele - De Luxe M 686 – Mikrowelle (Miele, Gütersloh, Deutschland) 
 PBS (Phosphate Buffered Saline), Puffer (PAA Laboratories, Pasching, Österreich) 
 Primär-Antikörper: Paraffin gängiger anti-pan--TZR mAk „Human TCR CM1 
purified mAb“, Klon: γ3.20, Isotyp: Maus IgG1, Konzentration 3µg/ml, (Fisher 
Thermo Scientific, Schwerte, Deutschland) 
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 Wasserstoffperoxid (3%) (Merck KGaA, Damrstadt, Deutschland) 
 Xylol (Th.Geyer GmbH, Renningen, Deutschland) 
 Zweitreagenz: EnVision+TM System, HRP (Horseradish peroxidase, Meerrettich 
Peroxidase), (Dako, Carpinteria, Vereinigte Staaten). Das HRP markierte Polymer ist 
an einem 2. Ak (anti-Maus) konjugiert. 
3.4.2 Immunhistochemische Färbung der Gewebepräparate von PDAC- und CP-
Patienten 
1. Entparaffinieren und Rehydrieren der Schnitte: Vor der immunhistochemischen 
Färbung mussten die in Paraffin eingebetteten Schnitte von (ihrem 
Einbettungsmedium) Paraffin getrennt werden, da dieses zu unerwünschten 
Hintergrundfärbungen führen kann. Die Schnitte wurden hierfür mit Xylol für 2 x 10 
min. behandelt. Anschließend durchliefen die Gewebsschnitte eine absteigende 
Alkoholreihe (100% 2x 10 min.; 95%, 80%, 70%, 50% für jeweils 2 min.) zur 
Rehydrierung. Nach der Behandlung mit der Alkoholreihe wurden die Schnitte für 2 
min. in destilliertes Wasser eingetaucht. 
2. Spülvorgang: Die Schnitte wurden in 0,1% BSA-Puffer für 10 min. gespült. 
3. Unterdrückung der Peroxidase: Es erfolgte eine Inkubation (10 min.) in 3% 
Wasserstoffperoxid in 100% Methanol. Durch diesen Vorgang wird die endogene 
Peroxidaseaktivität gehemmt. Nach Beendigung dieser Inhibition erfolgte erneut ein 
Waschvorgang 10 min. mit 0,1% BSA-Puffer. 
4. Freilegen der Antigenstruktur durch Behandlung der Schnitte in einer Mikrowelle: Um 
eine Epitopdemaskierung von formalinfixierten Paraffin eingebetteten 
Gewebeschnitten zu ermöglichen, wurden die Schnitte in der Lösung „Antigen 
Retrieval Solution“ 1:10 bei 150 Watt in der Mikrowelle (4 x 5 min.) behandelt. 
Anschließend wurden die Schnitte 10 min. auf Raumtemperatur abgekühlt. 
5. Spülvorgang: Die Schnitte wurden in 0,1% BSA-Puffer für 3 x 5 min. gespült. 
6. Serumblock mit 4% BSA Puffer für 20 min. in einer Feuchtkammer bei 
Raumtemperatur: Dieser Schritt ist wichtig, da es sonst zu einer unspezifischen 
Bindung der im nächsten Schritt folgenden Primärantikörper an stark geladene 
Kollagene und Bindegewebselemente kommen könnte. Durch die Zugabe der 4% 
BSA Puffer, werden die elektrisch geladenen Gewebestellen besetzt. 
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7. Zugabe des Primärantikörpers: Der zuvor 1:50 verdünnte primäre anti--TZR mAk 
(„Human TCR CM1 purified mAb“, Klon: γ3.20, Konzentration 3µg/ml) wurde auf 
die Schnitte gegeben. Es erfolgte nun eine Inkubation für 45 min. in einer 
Feuchtkammer bei Raumtemperatur. 
8. Auftragen des Zweitreagenzes: Nach Entfernung des überschüssigen 
Primärantikörpers durch Waschen der Schnitte mit 0,1% BSA-Puffer für 3 x 5 min. 
wurde das Zweitreagenz (EnVision+
TM
 Maus, Meerrettich Peroxidase) aufgetragen 
und für 45 min. in einer Feuchtkammer bei Raumtemperatur inkubiert. 
9. Visualisierung unter Verwendung des AEC-Substrats (Dako): Es erfolgte ein 
Spülvorgang in 0,1% BSA-Puffer für 3 x 5 min. Nun wurden die Schnitte für 10 min. 
mit dem Dako AEC-Chromogen versehen. Dieser Schritt führte schließlich über einen 
Farbumschlag zur Darstellung positiver Antigen-Antikörper-Bindung. 
10. Spülvorgang: Die Schnitte wurden im Leitungswasser für 2 x 5 min. gespült. Dann 
erfolgte eine Kernfärbung mit Hämalaun für 1 min. 
11.  Einbetten: Nach dem Waschen in Wasser für 10 min. wurden die Präparate mit 
Kaiser`s Glyceringelatine fixiert. 
3.4.3 Negative Kontrolle 
In der negativ Kontrolle wurden die Schnitte anstatt mit einem primären Antikörper mit 
einem Isotypen-Kontrollantikörper (Maus IgG1, 3µg/ml) und einem Zweitreagenz markiert, 
dabei zeigte sich keine Färbung. 
3.4.4 Positive Kontrolle 
Als positive Kontrollen wurde ein -T-Zell-Lymphom- und ein Tonsillen-Präparat, welche 
freundlicherweise von Prof. Dr. med. Klapper und Prof. Dr. med. Röcken (Institut für 
Pathologie, UKSH, Campus Kiel) zu Verfügung gestellt wurden, verwendet. 
3.5 Scoring-System 
Die Auswertung der gefärbten Schnitte erfolgte mittels eines Scoring Systems. Dabei wurden 
die positiven Zellen in Prozent in Bezug auf das Stroma des Schnittes angegeben. Als Stroma 
wurde das komplette CP bzw. PDAC Pankreasgewebe ohne Azinus Zellen, Epithelien, 
lymphatisches Gewebe und Blutgefäße definiert. Um die Objektivität der Auswertung zu 
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steigern, wurden die Schnitte dreimal unabhängig voneinander beurteilt und zum Schluss ein 
Mittelwert der ermittelten Scores errechnet. Das Scoring-System ist für die einzelnen 
Variablen in Tabelle Nr. 2 zusammengefasst. Die Evaluation, die Bewertung und das 
Fotografieren der Schnitte erfolgte mit dem Carl Zeiss „Axioplan 2.0“ Mikroskop und mit der 
PC-Software „Axiocam Rel. 4.8“. 
 
Tabelle Nr. 2: Scoring-System zur Bewertung des Stromas und Epithels in CP- und PDAC-
Gewebeschnitten 
-T-Zellen 0 ≙ keine -T-Zellen 
1 ≙ weniger als 1% positive Zellen 
CD3
+
, CD4
+
, CD8
+ 
T-Zellen 1 ≙ 1-10% positive Zellen  
2 ≙ 11-50% positive Zellen 
3 ≙ 51-90% positive Zellen 
Verhältnis von  
CD4
+
 zu CD8
+
 T-Zellen 
0 ≙ CD4+ entspricht der  CD8+ T-Zell-Zahl  
1 ≙ CD4+ mehr als CD8+ T-Zellen 
 2 ≙ CD8+ mehr als CD4+ T-Zellen 
Für HER-2/neu 0 ≙ keine positive Zellen 
1 ≙ HER-2/neu positive Zellen vorhanden 
3.6 Statistische Analyse  
Die statische Analyse erfolgte in Zusammenarbeit mit Frau Dr. Freitag-Wolf (Institut für 
Medizinische Informatik und Statistik des UKSH, Campus Kiel) und Herrn Dr. Helm (Institut 
für Experimentelle Medizin, UKSH, Campus Kiel). Alle Ergebnisse wurden kategorisiert und 
als absolute und relative Häufigkeit dargestellt, die zwischen den Gruppen mit dem Chi-
Quadrat-Test verglichen wurde. Die Assoziation zwischen Stroma- und Gangepithel-
verwandten Parametern innerhalb des Pankreasgewebes von CP- und PDAC-Patienten wurde 
durch den Chi-Quadrat-Test analysiert und geprüft. Die Überlebenskurven wurden mit der 
Kaplan-Meier-Methode bestimmt und mögliche Einflussfaktoren mit dem Log-Rank-Test 
identifiziert. Alle Tests wurden bei einem Signifikanzniveau von 5% ohne Anpassung auf 
multiple Testung durchgeführt. Die statistische Auswertung erfolgte mit SPSS 17.0.  
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4 Ergebnisse 
4.1 Immunhistochemische Färbung von -T-Zellen 
Im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit erfolgte die Etablierung der spezifischen -T-
Zell-Färbung. Um die Spezifität der neu etablierten immunhistochemischen -T-Zell 
Färbung zu überprüfen, erfolgte eine Kontrollfärbung. Dabei wurden 2 von 42 untersuchten 
PDAC-Präparaten (Abb. 2), ein -T-Zell-Lymphom-Präparat (Abb. 3 A-C) und ein 
Tonsillen-Präparat als Positiv-Kontrollen (Abb. 3 D-F) jeweils mit dem anti--TZR mAk 
(Klon γ3.20, 3µg/ml) oder dem Isotyp-Kontrollantikörper (IgG1, 3µg/ml) gefärbt. Als weitere 
Kontrolle wurden die Schnitte nur mit dem Zweitreagenz gefärbt (Abb. 2 C + F, Abb. 3 C + 
F). Bei der Färbung mit dem anti--TZR mAk fanden sich in jedem Präparat rotgefärbte 
positive -T-Zellen (Abb. 2 A, D; Abb. 3 A, D). In der Färbung mit dem Isotyp-
Kontrollantikörper (Abb. 2 B, E; Abb. 3 B, E) und nur mit dem Zweitreagenz (Abb. 2 C, F; 
Abb. 3 C, F) fanden sich hingegen keine positiven -T-Zellen. Diese Färbungen zeigen, dass 
die neu etablierte -T-Zell Färbung spezifisch ist. 
Eine Zusammenfassung der Kontroll-Färbung ist in der Tabelle Nr. 3 erstellt. 
 
Tabelle Nr. 3: Zusammenfassung der -T-Zell-Kontroll-Färbung 
Präparat 
Antikörper 
1. PDAC 
(Abb. 2 A-C)  
2. PDAC 
(Abb. 2 D-F) 
-T-Zell-Lymphom 
(Abb. 3 A-C) 
Tonsille 
(Abb. 3 D-F) 
1. AK.  
(Abb. 2 A, D) 
(Abb. 3 A, D) 
 
positiv positiv positiv positiv 
Isotyp-AK.  
(Abb. 2 B, E) 
(Abb. 3 B, E) 
 
negativ negativ negativ negativ 
Zweitreagenz 
(Abb. 2 C, F) 
(Abb. 3 C, F) 
 
negativ negativ negativ negativ 
1. AK.: Paraffin-gängiger pan -TZR mAk Klon γ3.20 (Konzentration: 3µg/ml). Isotyp-AK.: Isotyp-
Kontrollantikörper (IgG1, Konzentration 3µg/ml). Zweitreagenz (EnVision+
TM
 System, HRP).  
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Abb. 2: Nachweis von -T-Zellen im PDAC-Gewebe. A-C: Erster Patient. D-F: Zweiter Patient. 
Serienmäßige Färbung des in Paraffin eingebetteten PDAC-Gewebes von zwei Patienten mit A, D: anti--TZR 
mAk (rotgefärbte -T-Zellen sind in der basalen Schicht des Epithelganges und im Stroma zusehen); B, E: 
Isotyp-Kontrollantikörper (keine positiven Zellen sichtbar); C, F: nur mit Zweitreagenz (keine positiven Zellen 
sichtbar). 
  
           Erster Patient                                  Zweiter Patient 
Färbung mit dem Paraffin-gängigem anti--TZR mAk (Klon 3.20) 
            Isotyp-Antikörper  
Färbung nur mit Zweitreagenz 
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Abb. 3: Nachweis von -T-Zellen im -T-Zell-Lymphom und in der Tonsille. A-C: Serienmäßige Färbung 
des in Paraffin eingebetteten -T-Zell-Lymphoms und D-F: der Tonsille mit: anti--TZR mAk (A, D, Pfeile 
deuten auf positive -T-Zellen hin); Isotyp-Kontrollantikörper (B, E, keine positiven Zellen sichtbar); nur mit 
Zweitreagenz (C, F, keine positiven Zellen sichtbar) 
  
       -T-Zell-Lymphom                                    Tonsille 
Färbung mit dem Paraffin-gängigem anti--TZR mAk (Klon 3.20) 
             Isotyp-Antikörper 
Färbung nur mit Zweitreagenz 
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4.2 Verteilung der T-Zellen in CP- und PDAC-Geweben 
Präparate von 42 PDAC und 15 CP Patienten, die mit spezifischen immunhistochemischen 
Färbungen für die T-Zell Oberflächenmoleküle CD3, CD4, CD8 und den -T-Zellrezeptor 
(für -T-Zellen) gefärbt wurden, konnten ausgewertet werden. Sowohl - als auch -T-
Zellen exprimieren CD3 auf ihrer Oberfläche. -T-Zellen exprimieren im Unterschied zu -
T-Zellen kein CD4 und nur ~ 30% der -T-Zellen exprimieren CD8 (Neves et al. 2010). Die 
Verteilung wird unabhängig von der Oberflächenexpression des TZR  betrachtet, da -T-
Zellen nur einen kleinen Prozentsatz (1-10%) der CD3 T-Zellen ausmachen (Wesch et al. 
2011). Die Ergebnisse werden zunächst in zwei Tabellen (Tabelle Nr. 4 und 5) aufgelistet. Es 
ist jeweils der Mittelwert des Scores von drei unabhängigen Beurteilungen dargestellt.  
 
Tabelle Nr. 4: Scoring der einzelnen Parameter in CP-Präparate 
Nr. -TZR CD3 CD4 CD8 CD4:CD8 
1 0 2 2 2 1 
2 0 2 2 2 2 
3 1 2 1 1 1 
4 1 2 2 2 1 
5 1 2 2 2 1 
6 1 3 2 2 2 
7 1 3 2 2 2 
8 1 2 2 2 1 
9 1 3 2 * * 
10 0 2 2 2 1 
11 1 2 2 2 1 
12 1 2 2 2 1 
13 1 3 2 2 2 
14 1 3 2 2 2 
15 1 2 2 2 2 
* CD8-Präparat war nicht auswertbar. Für die Tabellen Nr. 4 (CP) und Nr. 5 (PDAC) gilt das Scoring-System: 
für -T-Zellen (0 ≙ keine -T-Zellen, 1 ≙ weniger als 1% positive -T-Zellen in Bezug auf das Stroma); für 
CD3
+
, CD4
+
, CD8
+ 
T-Zellen (1 ≙ 1-10% positive Zellen in Bezug auf das Stroma, 2 ≙ 11-50% positive Zellen, 
3 ≙ 51-90% positive Zellen); Für das Verhältnis von CD4+ zu CD8+ T-Zellen (0 ≙ CD4=CD8, 1 ≙ CD4>CD8, 2 
≙ CD8>CD4); Für HER-2/neu (0 ≙ keine positive Zellen, 1 ≙ HER-2/neu positive Zellen). Das Überleben in 
Monaten ist für die PDAC-Patienten in Tabelle Nr. 5 aufgeführt.  
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Tabelle Nr. 5: Scoring der einzelnen Parameter in PDAC-Präparate 
Nr. -TZR CD3 CD4 CD8 CD4:CD8 Überleben in Monaten 
1 1 2 2 2 2 4 
2 0 3 2 2 1 108 
3 1 2 2 1 1 54 
4 0 2 1 2 2 103 
5 1 2 1 1 2 52 
6 1 2 2 1 2 44 
7 0 2 1 2 2 44 
8 1 2 2 2 2 44 
9 1 2 1 2 2 39 
10 0 2 2 1 1 14 
11 0 2 2 2 0 16 
12 1 2 1 2 2 38 
13 1 3 2 2 1 37 
14 0 2 1 1 0 35 
15 1 2 2 2 1 33 
16 0 2 2 1 1 0 
17 0 2 1 2 2 30 
18 0 1 1 1 0 1 
19 1 1 1 1 2 24 
20 1 2 1 2 2 22 
21 0 2 1 2 2 16 
22 0 2 2 2 1 13 
23 1 2 1 2 2 12 
24 1 2 1 2 2 12 
25 1 2 1 2 2 9 
26 0 1 1 1 2 8 
27 1 2 2 2 2 7 
28 0 2 2 2 2 6 
29 1 1 1 1 2 6 
30 0 2 1 2 2 6 
31 0 1 1 1 2 5 
32 1 2 1 2 2 5 
33 1 2 2 1 0 5 
34 1 3 2 2 1 4 
35 1 2 2 2 1 2 
36 0 2 2 2 1 1 
37 0 2 2 2 1 1 
38 0 2 1 2 2 1 
39 0 2 2 1 1 1 
40 1 2 1 2 2 23 
41 0 2 2 2 1 35 
42 0 3 2 2 1 31 
Scoring siehe Tabelle Nr. 4  
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Um die Verteilung der T-Zellpopulationen im Vergleich zwischen der CP- und dem PDAC-
Präparaten deutlicher zu machen, wurden die Ergebnisse graphisch dargestellt. Der Anteil von 
-T-Zellen in den CP-Präparaten, in welchen -T-Zellen nachgewiesen werden konnten, 
war größer im Stroma von CP-Präparaten (Abb. 4A) als bei PDAC-Präparaten (Abb. 4B). Da 
alle -T-Zellen das Oberflächenmolekül CD3 exprimieren, deutet der hohe Prozentsatz an 
CD3 daraufhin, dass nicht nur -T-Zellen, sondern insbesondere CD3+ αβ-T-Zellen 
vorkamen. Die Anzahl der CD3
+
 T-Zellen war in CP-Präparaten (Abb. 4C) größer als in 
PDAC-Präparaten (Abb. 4D). 
 
Chronische Pankreatitis (CP) Duktales Pankreasadenokarzinom (PDAC) 
 
-T-Zellen 
 
-T-Zellen 
 
CD3
+
 T-Zellen 
 
CD3
+
 T-Zellen 
Abb. 4: Verteilung der -T-Zellen und der CD3+ T-Zellen in CP- und PDAC-Präparaten. Die 
Tortendiagramme zeigen die -T-Zellhäufigkeit in CP-Präparaten (A) und in PDAC-Präparaten (B). Für -T-
Zellen galt folgendes Scoring-System (0 ≙ keine -T-Zellen, 1 ≙ weniger als 1% positive -T-Zellen in Bezug 
auf das Stroma). In den Tortendiagrammen ist die Anzahl der CD3
+
 T-Zellen in CP-Präparaten (C) und in 
PDAC-Präparaten (D) dargestellt. Für CD3
+
 T-Zellen galt folgendes Scoring-System (1 ≙ 1-10% positive Zellen 
in Bezug auf das Stroma, 2 ≙ 11-50% positive Zellen, 3 ≙ 51-90% positive Zellen).  
A 
 
B 
 
D 
 
C 
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Der Prozentsatz von CD4
+
 T-Zellen war in CP-Präparaten (Abb. 5A) größer als in PDAC-
Präparaten (Abb. 5B). CD8
+
 T-Zellen waren häufiger in CP-Präparaten (Abb. 5C) zusehen als 
in PDAC-Präparaten (Abb. 5D). 
 
Abb. 5: Verteilung der CD4
+
 und CD8
+
 T-Zellen in CP- und PDAC-Präparaten. Die Tortendiagramme 
zeigen die CD4
+
 (A, B) und CD8
+ 
(C, D) T-Zellhäufigkeiten in CP-Präparaten (A, C) und in PDAC-Präparaten 
(B, D). Für die Auswertung wurde folgendes Scoring-System verwendet: 1 ≙ 1-10% positive Zellen in Bezug 
auf das Stroma, 2 ≙ 11-50% positive Zellen in Bezug auf das Stroma.  
  
Chronische Pankreatitis (CP) Duktales Pankreasadenokarzinom (PDAC) 
 
CD4
+
 T-Zellen 
 
CD4
+
 T-Zellen 
 
CD8
+
 T-Zellen 
 
CD8
+
 T-Zellen 
D 
 
B 
 
A 
 
C 
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Bei der Bestimmung des Verhältnisses von CD4
+ 
und CD8
+
 T-Zellen wurde folgendes 
festgestellt: CD8
+
 T-Zellen kamen im Verhältnis zur CD4
+ 
T-Zellen häufiger in PDAC-
Präparaten (Abb. 6B, schwarz) als in CP-Präparaten (Abb. 6A) vor. 
 
Abb. 6: Bestimmung des Verhältnisses von CD4
+
 zu CD8
+
 T-Zellen in CP- versus PDAC-Präparaten. Die 
Tortendiagramme zeigen das Verhältnis von CD4
+
 T-Zellen zu CD8
+
 T-Zellen in CP-Präparaten (A) und in 
PDAC-Präparaten (B). 
 
4.3 Lokalisation von CD3+ CD8+ -T-Zellen im Stroma bzw. Gangepithel des 
Pankreasgewebes von CP- und PDAC-Patienten 
An Hand serieller Schnitte wurde abgeklärt, ob -T-Zellen in Bereichen des Gewebes 
lokalisiert sind, in welchen vermehrt auch CD3
+
 bzw. CD8
+
 T-Zellen vorkamen. Aufgrund 
der geringeren Anzahl von -T-Zellen im Vergleich zu den restlichen nicht -T-Zellen in 
dem Gewebe von Patienten mit beiden Bauchspeicheldrüsenerkrankungen, verwendeten wir 
das bereits erwähnte Scoring-System (0 ≙ keine -T-Zellen, 1 ≙ weniger als 1% -T-
Zellen) für -T-Zellen. In Anbetracht der Tatsache, dass alle -T-Zellen CD3 und einige 
zusätzlich CD8 exprimieren, haben wir die Anzahl der gefärbten CD3- und CD8-positiven 
Zellen in seriellen Schnitten, in welchen -T-Zellen zu finden waren, mit dem gleichen 
Scoringsystem analysiert. Wie in Tabelle Nr. 6 und 7 gezeigt ist, beobachteten wir, dass -T-
Zellen, wie auch CD3
+
 und CD8
+
 T-Zellen,  in den gleichen Bereich des Stromas und des 
Gangepithels beider Pankreaserkrankungen zu finden waren (Abb. 7).  
Die Abb. 7 A-C zeigt dies für den -TZR, CD3 und CD8 für einen repräsentativen PDAC 
Spender und die Abb. 7 D-F entsprechend einen weiteren repräsentativen PDAC Spender. In 
Chronische Pankreatitis (CP)  Duktales Pankreasadenokarzinom (PDAC) 
 
CD4:CD8, mehr CD4
+
 T-Zellen 
 
CD4:CD8,  mehr CD8
+
 T-Zellen 
A 
 
B 
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Pankreasgewebe von CP-Patienten zeigte sich eine vergleichbare Verteilung (Tab. 6). Dies ist 
konform mit der Tatsache, dass alle -T-Zellen CD3 exprimieren und fast alle zytotoxischen 
-T-Zellen auch CD8 exprimieren. Ferner sammelten sich die -T-Zellen im PDAC-
Gewebe stärker im Gangepithel und im Stroma in der Nähe des Gangepithels an (Abb. 8 III), 
während sich die -T-Zellen im CP-Gewebe vor allem im Stroma und fern von 
Gangepithelen ansammelten (Abb. 8 II), (Tabelle  Nr. 6 und 7). Dies ist näher im nächsten 
Kapitel 4.4 erläutert. 
 
Tabelle Nr. 6: Assoziation zwischen Stroma- und Gangepithel-Parameter im 
Pankreasgewebe von CP-Patienten 
Variable 
CP 
Code A B C D E F 
-T/ Stroma 
 
A  < 0.01 < 0.01 0.02 0.02 0.02 
CD3+/ Stroma 
 
B   < 0.01 0.02 0.02 0.02 
CD8+/ Stroma 
 
C    0.02 0.02 0.02 
-T/ Gang  
 
D     < 0.01 < 0.01 
CD3+/ Gang 
 
E      < 0.01 
CD8+/ Gang 
 
F       
 
Tabelle Nr. 7: Assoziation zwischen Stroma- und Gangepithel-Parameter im 
Pankreasgewebe von PDAC-Patienten 
Variable 
PDAC 
Code A B C D F G 
-T/ Stroma 
 
A  < 0.01 < 0.01 < 0.01 < 0.01 < 0.01 
CD3+/ Stroma 
 
B   < 0.01 < 0.01 < 0.01 < 0.01 
CD8+/ Stroma 
 
C    < 0.01 < 0.01 < 0.01 
-T/ Gang 
 
D     < 0.01 < 0.01 
CD3+/ Gang 
 
E      < 0.01 
CD8+/ Gang 
 
F       
Die Signifikanzen (P-Werte) wurden in Tabelle Nr. 6 und 7 mit dem Chi-Quadrat Test berechnet. 
  
Ergebnisse  23 
 
 
 
Abb. 7: Vergleich von -T-Zellen und CD3+, CD8+ T-Zellen im PDAC-Gewebe. A-C: erster repräsentativer 
PDAC-Patient. D-F: zweiter repräsentativer PDAC-Patient. Serielle Färbung des in Paraffin eingebetteten 
PDAC-Gewebes mit A, D: anti--TZR mAk (Klon γ3.20); B, E: anti-CD3 mAk (Klon SP7); C, F: anti-CD8 
mAk (Klon C8/144B). Die Pfeilen deuten auf -T-Zellen (A, D), CD3+ T-Zellen (B, E) und CD8+ T-Zellen (F) 
hin. 
  
                    PDAC 1                                                  PDAC 2 
Färbung mit dem Paraffin-gängigem anti--TZR mAk (Klon 3.20) 
anti-CD3 mAk (Klon SP7) 
anti-CD8 mAk (Klon C8/144B) 
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Abb. 8: Vergleich von -T-Zellen im CP- und PDAC-Gewebe. Gezeigt ist die Verteilung der -T-Zellen in 
Paraffinschnitten von CP-Präparaten im Epithel (I) und Stroma (II) sowie die Verteilung im PDAC-Präparaten 
im Epithel (III) und Stroma (IV). Die Graphiken auf der rechten Seite zeigen die entsprechende 
Ausschnittsvergrößerung, die mit einem Quadrat in den Graphiken der linken Seite gekennzeichnet ist.    
I 
II 
III 
IV 
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4.4 Vergleich  von  T-Zellen  im  Stroma  und  Gangepithelien  in  CP-  und  PDAC-
Präparaten 
Die Verteilung bzw. Lokalisation von -T-Zellen und weiteren Oberflächenmolekülen (CD3, 
CD4, CD8) wurde, wie zum Teil in Abb. 7 und für alle Spender in Tabelle Nr. 8 gezeigt, im 
Stroma bzw. im Gangepithel in 42 PDAC-Präparaten im Vergleich zu 15 CP-Präparaten 
bestimmt. Im Stroma waren CD3
+
, CD4
+
 und CD8
+
 T-Zellen wesentlich häufiger in CP-
Präparaten im Vergleich zum PDAC zu finden (Tabelle Nr. 8). Des Weiteren wurden im 
Stroma -T-Zellen häufiger in CP- (12/15, 80% der Präparate, Score 1) als in PDAC-
Präparaten (21/42, 50% der Präparate, Score 1) gesehen. -T-Zellen, die benachbart oder 
innerhalb zu dem Gangepithel zu sehen waren, wurden auch häufiger in CP- (10/15, 67% der 
Präparate) als in PDAC-Präparaten (18/42, 43% der Präparate) detektiert. Allerdings war die 
Dichte der -T-Zellen stärker in PDAC- als in CP-Präparaten ausgeprägt. Die Ergebnisse 
zeigten Unterschiede zwischen dem Stroma der CP- und PDAC-Präparaten. Das 
desmoplastische Stroma von PDAC beinhaltete eine geringere Anzahl von CD8
+
 und -T-
Zellen. Diese Ergebnisse stützen die Hypothese, dass das Stroma sich grundlegenden 
Änderungen während der Progression von CP zum PDAC unterzieht. 
 
Tabelle Nr. 8: Vergleich von Stroma verwandten Parametern im Pankreasgewebe von 
CP- und PDAC-Patienten 
Variablen CP (n=15) PDAC (n=42) P-Wert 
Stroma Zahl der Fälle (Score)  Zahl der Fälle (Score)  
CD3
+
/ Stroma 0   (1)      10 (2)      5 (3)   5 (1)      33 (2)       4 (3) 0.051 
CD8
+
/ Stroma 1   (1)      13 (2)     *  13 (1)      29 (2) 0.151 
CD4
+
/ Stroma 1   (1)      14 (2) 21 (1)      21 (2) < 0.01 
-T-Z/ Stroma 3   (0)      12 (1) 21 (0)      21 (1)       0.067 
-T-Zn Gangnähe 5   (0)      10 (1) 24 (0)     18 (1)       0.141 
Scoring-System: für -T-Zellen (Score 0 ≙ keine -T-Zellen, Score 1 ≙ weniger als 1% -T-Zellen); für 
CD3-, CD8-, CD4-T-Zellen (Score 1 ≙ 1-10% positive Zellen in Bezug auf das Stroma des Schnittes, Score 2 ≙ 
11-50% positive Zellen, Score 3 ≙ 51-90% positive Zellen). Der Score ist in Klammern angezeigt. 
*Ein Präparat war nicht auswertbar. 
P-Wert: Vergleich zwischen Gruppen (Gruppe 1: CP, Gruppe 2: PDAC) mit Chi-Quadrat-Test mittels SPSS. 
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4.5 Korrelation von T-Zellen im Stroma von CP-Gewebe 
Tabelle Nr. 9 zeigt die statistische Betrachtung einer möglichen Korrelation der T-Zellen von 
CP-Präparaten. Die folgende Korrelation war am auffälligsten: eine niedrige Anzahl (Score 2 
bei 10 Fällen, Score 3 bei 4 Fällen) der CD3
+
 T-Zellen (A) wurde mit einer Dominanz von 
CD4
+
 T-Zellen über CD8
+
 T-Zellen (D) assoziiert. Abb. 9 verdeutlicht die Dominanz von 
CD4
+
 T-Zellen über CD8
+
 T-Zellen bei einer niedriger Anzahl (Score 2) der T-Zellen. Bei 
einer höheren Anzahl von CD3
+
 T-Zellen überwiegt der Anteil der CD8
+
 T-Zellen. 
Tabelle Nr. 9: Assoziation der T-Zellen im Stroma von 
CP-Gewebe 
Variablen Code A B 
 
C D 
 
CD3+/Stroma A  ns ns 0.015 
CD8+/Stroma B   ns ns 
CD4+/Stroma C    ns 
CD4+: CD8+ 
Verhältnis 
D     
ns: nicht signifikant; P-Werte wurden mit dem Chi-Quadrat Test mittels SPSS bestimmt 
 
 
Abb. 9: Grafische Darstellung der Assoziation von CD3
+
 T-Zellen zum CD4/CD8 Verhältnis. Das 
Balkendiagramm zeigt die Anzahl der Fälle (n = 14) von CP-Präparaten, in denen die CD4/CD8 Verhältnisse 
CD4 > CD8 und CD8 > CD4 bei einer niedrigen Anzahl von CD3
+
 T-Zellen (schwarzer Balken, Score 2, n = 10) 
und einer hohen Anzahl von CD3
+
 T-Zellen (weißer Balken, Score 3, n = 4) betrachtet werden. 
CD3
+ 
Score 2 
CD3
+ 
Score 3 
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4.6 Korrelation von T-Zellen im Stroma von PDAC-Gewebe  
In der Tabelle Nr. 10 wurde verglichen, ob die T-Zellen im Stroma der PDAC-Präparate mit 
einander korrelieren. 
Folgende Assoziationen waren signifikant:  
1. Eine hohe Anzahl der CD3+ T-Zellen (A) mit einer hohen Anzahl an CD8+ T-Zellen (B) 
(Abb. 10) 
2. Eine hohe Anzahl der CD3+ T-Zellen (A) mit den CD4+ T-Zellen (C) (Abb. 11)   
3. Score 2 der CD3+ T-Zellen (A) mit einer Dominanz der CD8+ T-Zellen gegenüber den 
CD4
+
 T-Zellen (D) (Abb. 12) 
4. Eine niedrige Anzahl der CD4+ T-Zellen (C) (Score 1) mit einer Dominanz der CD8+ T-
Zellen gegenüber den CD4
+
 T-Zellen (D) (Abb. 13) 
 
Tabelle Nr. 10: Assoziation der T-Zellen im Stroma von PDAC-Gewebe 
Variablen Code A B 
 
C D 
 
CD3+/Stroma 
 
A  <0.01 0.011 0.028 
CD8+/Stroma 
 
B   ns ns 
CD4+/Stroma 
 
C    <0.01 
CD4+: CD8+ 
Verhältnis 
D     
ns: nicht signifikant; P-Werte wurden mit dem Chi-Quadrat Test mittels SPSS bestimmt 
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Eine hohe Anzahl der CD3
+
 T-Zellen (Score 2 und 3) korrelierte mit einer hohen Anzahl an 
CD8
+
 T-Zellen (Score 2) (Abb. 10). 
 
 
Abb. 10: Grafische Darstellung der Assoziation von CD3
+
 T-Zellen zu CD8
+
 T-Zellen im Stroma. Das 
Balkendiagramm zeigt die Anzahl der Fälle (n = 42) von PDAC-Präparaten, in denen die Assoziation von CD8
+
 
T-Zellen (Score 1 und 2) zu CD3
+
 T-Zellen (Score 1: schraffierter Balken; Score 2: schwarzer Balken; Score 3: 
weißer Balken) dargestellt ist.  
 
CD3
+
 T-Zellen (Score 2) korrelierten mit den CD4
+
 T-Zellen (Score 1 und 2) (Abb. 11). 
 
Abb. 11: Grafische Darstellung der Assoziation von CD3
+
 T-Zellen zu CD4
+
 T-Zellen im Stroma. Das 
Balkendiagramm zeigt die Anzahl der Fälle (n = 42) von PDAC-Präparaten, in denen die Assoziation von CD4
+
 
T-Zellen (Score 1 und 2) zu CD3
+
 T-Zellen (Score 1: schraffierter Balken; Score 2: schwarzer Balken; Score 3: 
weißer Balken) dargestellt ist. 
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Score 2 der CD3
+
 T-Zellen korreliert mit der Dominanz der CD8
+
 T-Zellen gegenüber den 
CD4
+
 T-Zellen (Abb. 12). 
 
 
Abb. 12: Grafische Darstellung der Assoziation von CD3
+
 T-Zellen zum CD4/CD8 Verhältnis. Das 
Balkendiagramm zeigt die Anzahl der Fälle (n = 42) von PDAC-Präparaten, in denen die Assoziation von 
CD4/CD8 Verhältnis (CD4 = CD8, CD4 > CD8 und CD8 > CD4) zu CD3
+
 T-Zellen (Score 1: schraffierter 
Balken; Score 2: schwarzer Balken; Score 3: weißer Balken) dargestellt ist. 
 
 
Eine niedrige Anzahl der CD4
+
 T-Zellen (Score 1) korreliert mit der Dominanz der CD8
+
 T-
Zellen gegenüber den CD4
+
 T-Zellen  (Abb. 13). 
 
 
Abb. 13: Grafische Darstellung der Assoziation von CD4
+
 T-Zellen zum CD4/CD8 Verhältnis. Das 
Balkendiagramm zeigt die Anzahl der Fälle (n = 42) von PDAC-Präparaten, in denen die Assoziation von 
CD4/CD8 Verhältnis (CD4 = CD8, CD4 > CD8 und CD8 > CD4) zu CD4
+
 T-Zellen (Score 1: schwarzer 
Balken; Score 2: weißer Balken) dargestellt ist.  
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4.7 Korrelation von T-Zellmarkern im PDAC-Gewebe unter Berücksichtigung des 
Tumor-Gradings  
Um zu klären, ob die Enddifferenzierung von Tumorzellen mit Veränderungen der 
untersuchten T-Zellen im Stroma assoziiert ist, wurde das Stroma in CP- und PDAC-
Geweben unter Berücksichtigung des Gradings beim PDAC verglichen. Gut differenzierte 
(G1) Tumore unterschieden sich signifikant von CP-Gewebe nur in der Zahl von CD4
+
 T-
Zellen, die im PDAC-Gewebe weniger vorkamen. Die Zahl der CD8
+
 T-Zellen war in 
schlecht differenzierten (G3) Tumoren wesentlich reduziert, jedoch nicht in gut (G1) und 
mäßig (G2) differenzierten Tumoren. Im Gegensatz dazu konnten keine signifikanten 
Unterschiede hinsichtlich der Anzahl von CD3
+
 T-Zellen und -T-Zellen nachgewiesen 
werden. Insgesamt legen diese Daten nahe, dass nicht nur das Tumor-Epithel, sondern auch 
die T-Zellen im Stroma in gut differenzierten (G1) PDAC-Gewebe mehr Ähnlichkeiten zu 
CP-Gewebe besitzen als in mäßig (G2) oder schlecht differenziertem (G3) Tumorgewebe 
(Daten nicht gezeigt). 
4.8 Korrelation von T-Zellen im PDAC-Gewebe mit dem Überleben 
Schließlich wurde die Beziehung zwischen T-Zellen im Stroma von PDAC-Gewebe und dem 
Überleben der Patienten untersucht. Eine höhere Anzahl von CD3
+
 T-Zellen in PDAC-
Präparaten korrelierte mit einem längeren Überleben der Patienten (Abb. 14). Ferner 
korrelierte ein höheres Alter zum Zeitpunkt der Diagnose/Operation mit einer deutlich 
kürzeren Überlebenszeit. 
 
Abb. 14: Korrelation zwischen CD3
+
 T-Zellen und Überleben in PDAC. Die Überlebenskurve nach Kaplan-
Meier zeigt die Korrelation der Anzahl von CD3
+
 T-Zellen mit dem Überleben der Patienten. Dabei galt 
folgendes Scoring-System (1 ≙ 1-10% positive CD3+ Zellen in Bezug auf das Stroma, 2 ≙ 11-50% CD3+ Zellen, 
3 ≙ 51-90% CD3+ Zellen).  
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4.9 HER-2/neu Expression in CP- und PDAC-Gewebe 
Für den möglichen Einsatz bispezifischer Antikörper, welche selektiv an Tumorantigene wie 
HER-2/neu und an T-Zellen binden können, war es wichtig zu überprüfen, ob PDAC Zellen 
HER-2/neu exprimieren und ob HER-2/neu bereits unter entzündlichen Bedingungen in 
verstärkten Ausmaß im pankreatischen Gangepithel nachzuweisen ist. Bei der Auswertung 
von 15 CP- und 42 PDAC-Präparaten bezüglich des Oberflächenmoleküls HER-2/neu war 
keine spezifische membranständige Expression zu sehen, wie exemplarisch für 2 PDAC-
Präparaten in Abb. 15 gezeigt ist. Es zeigte sich nur eine unspezifische Färbung des 
Zytoplasmas von Gangepithel in den unterschiedlichen Abschnitten der Präparate beider 
Erkrankungen. Stichproben wurden gemeinsam mit Prof. Dr. med. Röcken (Direktor des 
Instituts für Pathologie, UKSH, Campus Kiel) begutachtet, woraufhin die Unspezifität der 
Färbung bestätigt wurde. Somit wurde die Expression von HER-2/neu für CP- und PDAC-
Präparaten mit einem Score von 0 (keine positive Zellen) eingestuft. Für diese Färbungen 
wurde der HER2-/neu Antikörper Klon SP3 (von ThermoScientific mit einer 1:60 
Verdünnung) verwendet. 
 
 
Abb. 15: Expression von HER-2/neu im PDAC-Gewebe. Färbung mit HER-2/neu Antikörper (Klon SP3). 
Gezeigt sind 2 exemplarische PDAC-Präparate (A und B). Man sieht Stroma und Gangepithel, wobei das Epithel 
stellenweise braun gefärbt ist. 
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5 Diskussion 
Die Therapie des PDAC stellt eine große Herausforderung dar. Fehlende oder unspezifische 
Frühsymptome und ungenügende Vorsorgeuntersuchungen führen dazu, dass das PDAC 
meist erst in einem fortgeschrittenen Krankheitsstadium diagnostiziert wird. Zum Zeitpunkt 
der Diagnosestellung hat das PDAC in den meisten Fällen bereits Gefäße und benachbarte 
Organe infiltriert und ist hämatogen metastasiert. Ein weiteres Problem in der Behandlung 
dieser Erkrankung liegt in der ausgeprägten Resistenz gegenüber einer Chemotherapie. 
Gemzitabin als Standardtherapie für das PDAC kann die Überlebensrate nur mäßig 
verlängern. Das PDAC besitzt zahlreiche Mechanismen, um sich der Chemotherapie zu 
entziehen und hat daher nach wie vor eine infauste Prognose (Schneider et al. 2005, Li et al. 
2004). Die Bekämpfung dieser Widerstandsmechanismen stellt daher eine aussichtsreiche 
Strategie zur Verbesserung des therapeutischen Ansprechens des PDAC und damit eine 
Verbesserung der Prognose für die Patienten dar. 
Eine Gen-Expressionsanalyse von 316 Genen (z.B. Gene des Wnt-Signalwegs: SFRP1, 
WNT5a) ergab bereits, dass sich das Stroma in CP deutlich von dem des PDAC unterscheidet 
(Pilarsky et al. 2008). Insgesamt hat die vorliegende Arbeit dazu beigetragen Unterschiede in 
der Stroma-Zusammensetzung von CP- und PDAC-Patienten zu detektieren. Im Einzelnen 
waren in den CP-Präparaten CD4
+
-, CD8
+
- und γδ-T-Zellen häufiger zu finden als in den 
PDAC-Präparaten. 
In seriellen Schnitten konnte gezeigt werden, dass die γδ-T-Zellen in den gleichen Bereichen 
des Stromas und des Gangepithels beider Pankreaserkrankungen zu finden waren, wie auch 
CD3
+
 und CD8
+
 T-Zellen. Allerdings war die Dichte der γδ-T-Zellen stärker in PDAC- als in 
CP-Präparaten ausgeprägt. Ferner sammelten sich die γδ-T-Zellen im PDAC-Gewebe stärker 
im Gangepithel und im Stroma in der Nähe des Gangepithels an, während sich die γδ-T-
Zellen im CP-Gewebe vor allem im Stroma und fern von Gangepithelien ansammelten. Die 
vermehrte Dichte und die Nähe zu Gangepithelien von γδ-T-Zellen in PDAC im Unterschied 
zu CP könnte durch die Änderungen der Stroma-Zusammensetzung während der Progression 
zu einem invasiven PDAC erklärt werden. Die γδ-T-Zell-Infiltration könnte durch die hohe 
Produktion des Chemokins CXCL12 von Karzinom-assoziierten Fibroblasten erklärt werden 
(Matsuo et al. 2009). Viey und Kollegen berichteten zuvor über eine CXCL12-vermittelte 
Regulation der γδ-T-Zell-Migration zu Nierenkarzinomen (Viey et al. 2008). Unsere 
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Arbeitsgruppe konnte nachweisen, dass der spezifische CXCL12-Rezeptor CXCR4 sehr stark 
von γδ-T-Zellen exprimiert wird (Glatzel et al. 2002). 
γδ-T-Zellen von CP-Patienten waren eher in den lymphatischen Follikel zu finden, was auf 
eine Rekrutierung der γδ-T-Zellen an den Ort der Entzündung hindeutet. Bei PDAC-Patienten 
wurden die γδ-T-Zellen dagegen eher in der Nähe des Tumors lokalisiert. Die Anwesenheit 
von γδ-T-Zellen in der Nähe der Tumorzellen und deren Lokalisation innerhalb des malignen 
Gangepithels von PDAC zeigt, dass γδ-T-Zellen das PDAC infiltrieren. Obwohl γδ-T-Zellen 
eine niedrige Frequenz im peripheren Blut von PDAC-Patienten (Oberg et al. 2014) und in 
den untersuchten Geweben zeigten, akkumulierten γδ-T-Zellen  im Tumor im Gangepithel in 
der Nähe zu Tumorzellen von PDAC-Patienten. Diese Ansammlung von γδ-T-Zellen im 
Tumor selbst unterstreicht eine potenzielle Rolle der γδ-T-Zellen bei der Immunantwort 
gegen das PDAC. Im Gegensatz zu dem duktalen Epithel wurden mehr CD3
+
 γδ-TZR-
negative T-Zellen im Stroma der Patienten mit PDAC lokalisiert. Die Lokalisierung von γδ-T-
Zellen, nicht aber von αβ-T-Zellen neben oder in dem duktalen Epithel legt nahe, dass γδ-T-
Zellen als Bindeglied zwischen angeborener und erworbener Immunität möglicherweise als 
erste Verteidigungslinie fungieren oder mögliche immunsuppressive Barrieren des Tumors 
überwinden. Während γδ-T-Zellen in ihrer Migration durch die für PDAC charakteristische 
immunsuppressive desmoplastische Mikroumgebung anscheinend nicht eingeschränkt sind, 
ist eine Einschränkung ihrer funktionellen Aktivität auf Grund der schlechten Prognose nicht 
von der Hand zu weisen. Regulatorische T-Zellen und Myofibroblasten, die für ihre 
immunsuppressive Funktion auch bezüglich γδ-T-Zellen bekannt sind (Farrow und Evers 
2002), kommen entsprechend häufiger in PDAC als in CP vor (Helm et al. 2014). 
Eines der charakteristischen Merkmale des PDAC ist das Vorhandensein eines dichten 
desmoplastischen Stromas, das aus mesenchymalen Zellen, wie Fibroblasten und 
pankreatischen Sternzellen sowie myeloiden Suppressorzellen (MDSC engl. Myeloid derived 
suppressor cells) oder supressiven Tumor-assoziierten Makrophagen (TAM), besteht 
(Capietto et al. 2011a, Evans und Costello 2012, Ruffell et al. 2012). Vermutlich wird 
dadurch das Eindringen von zytotoxischen T-Lymphozyten in den Tumor durch das Stroma 
verhindert. Somit könnte eine effiziente Steigerung der zytotoxischen Aktivität von γδ-T-
Zellen die immunsuppressive Wirkung des Stromas möglicherweise überwinden (Oberg et al. 
2014). Die Behandlung von Patienten mit PDAC mit Gemzitabin, die Standard-Therapie für 
das PDAC, kann myeloide Suppressorzellen inhibieren, indem die Kreuz-Präsentation der 
Diskussion  34 
 
 
Tumor-assoziierten Antigenen durch dendritische Zellen verbessert wird (Soeda et al. 2009, 
Suzuki et al. 2005). Der genaue Wirkmechanismus myeloider Suppressorzellen oder von 
Gemzitabin auf γδ-T-Zellen wurde noch nicht untersucht. Allerdings wurde häufig über 
Gemzitabin-Resistenzen sowie Rezidive auf Basis von Restbesiedlung durch 
Krebsstammzellen des PDAC berichtet (Sugarbaker et al. 2011, Wang et al. 2011). Somit ist 
die Bekämpfung der immunsuppressiven Tumorumgebung und der Tumor-Stammzellen eine 
vielversprechende Möglichkeit, um eine Chemotherapie-Resistenz von Patienten mit PDAC 
zu überwinden (Bednar and Simeone 2011, Liles et al. 2011). So wurde zum Beispiel eine 
erhöhte γδ-T-Zell-Zytotoxizität nach der Behandlung mit anderen chemotherapeutischen 
Mitteln wie Etoposid, Cisplatin, Doxorubicin und Vincristin in Kombination mit 
Aminobisphosphonaten (z.B. Zoledronat und Pamidronat) bei Burkitt Lymphomzelllinien, 
Prostata-, Kolorektalen-, Brustadeno-, Lungen- und Harnblasenkarzinomzelllinien  
beschrieben (Mattarollo et al. 2007). Es wurde gezeigt, dass γδ-T-Zellen menschliche 
Darmkrebs-Stammzellen lysieren können, was einen zusätzlichen Vorteil für eine γδ-T-Zell-
basierte Immuntherapie bieten könnte (Todaro et al. 2009). Außerdem könnten Strategien zur 
Beseitigung oder Unterdrückung regulatorischer T-Zellen und Myofibroblasten von Vorteil 
sein. Das Tumorwachstum fördert die Expansion von CD4
+
 CD25
+
 FoxP3
+
 regulatorischen T-
Zellen, die Immunreaktionen unterdrücken können und somit möglicherweise das 
Tumorüberleben fördern (Kunzmann et al. 2009). Es wurde eine erhöhte Zahl von 
regulatorischen T-Zellen bei Patienten mit verschiedenen Karzinomen (multiples Myelom, B-
Zell-Non-Hodgkin-Lymphom, metastasierendes Nierenzellkarzinom, metastatisches maligne 
Melanom, metastasiertes kolorektale Karzinom, metastasierendes Brustkarzinom) gefunden, 
welche die Effektorfunktion von γδ-T-Zellen inhibieren (Kunzmann et al. 2009). Unabhängig 
von der inhibitorischen Funktion von regulatorischen T-Zellen auf γδ-T-Zellen, ist zur 
Ausübung der Effektorfunktion der γδ-T-Zellen deren repetitive Stimulation in vivo 
notwendig (Kabelitz et al. 2004, Kunzmann et al. 2009). 
Eine repetitive Stimulation der Vδ2-γδ-T-Zellen durch Phosphoantigene oder 
Aminobisphosphonate führt jedoch häufig zu einer Erschöpfung des γδ-T-Zell-Pools, sodass 
neue oder modifizierte Stimulationsprotokolle erforderlich sind (Braza und Klein 2013). Das 
Kombinieren einer γδ-T-Zell basierten Immuntherapie mit mAk bietet neuartige Perspektiven. 
Eine verbesserte Wirksamkeit gegen transplantierte, humane HER-2/neu
+
 Brustkrebszellen 
wurde nach dem adoptiven Transfer humaner in vitro expandierter γδ-T-Zellen zusammen mit 
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dem humanisierten anti-HER-2/neu mAk (Trastuzumab) in SCID-Mäusen beschrieben 
(Capietto et al. 2011b). Eine Übersichtsarbeit fasste zusammen, dass die Kombination von γδ-
T-Zell basierten Immuntherapie mit mAk in der Regel ein erhebliches therapeutisches 
Potenzial für eine Vielzahl von Malignomen ausübt (Meraviglia et al. 2010a). Dabei zeigten 
Meraviglia und Kollegen ein erhebliches therapeutisches Potenzial für γδ-T-Zellen bei der 
Behandlung von HER-2/neu-exprimierenden Brustkrebs sowie von B-Zell-Malignitäten durch 
Co-Applikation von therapeutischen mAk allein oder in Kombination mit Chemotherapie 
(Meraviglia et al. 2010b). 
Das Design von bispezifischen Antikörpern (mit einer Spezifität für Tumorantigene und CD3 
auf T-Zellen) induziert eine maximale Aktivierung von T-Zellen (Baeuerle et al. 2009). 
Bispezifische Antikörper zeigten im Vergleich zu mAk ein höheres zytolytisches Potenzial, 
eine höhere Spezifität und eine niedrigere Immunogenität aufgrund der reduzierten Anzahl an 
humanen anti-Maus Antikörpern (Glorius et al. 2013). 
Trotz widersprüchlicher Resultate zur HER-2/neu Expression in PDAC Gewebeschnitten und 
eigener negativer Ergebnisse wurde zur Generierung eines bispezifischen Antikörpers anti-
HER-2/neu verwendet. Eine deutliche Expression von HER-2/neu auf allen getesteten PDAC-
Zelllinien veranlasste unsere Gruppe zu diesem Schritt. Es wurde der bispezifische Antikörper 
[(Her2)2xVγ9] mit einer Spezifität für HER-2/neu auf PDAC Zellen und für den Vγ9 TZR auf 
γδ-T-Zellen entwickelt. In vitro Versuche zeigten, dass die zytotoxische Aktivität von γδ-T-
Zellen gegenüber PDAC durch [(Her2)2xVγ9] gesteigert werden konnte (Oberg et al. 2014). 
Ferner konnte auch in vivo eine Steigerung der Zytotoxizität von γδ-T-Zellen festgestellt 
werden (Oberg et al. 2014). Hierfür wurden immundefiziente Mäuse, die mit PDAC Zellen 
subkutan inokuliert worden waren, anschließend repetitiv mit γδ-T-Zellen in Kombination mit 
bispezifischen Antikörpern behandelt. Es konnte gezeigt werden, dass bei PDAC tragenden 
Tieren nach Behandlung mit γδ-T-Zellen und dem bispezifischen Antikörper [(Her2)2xVγ9] 
eine signifikante Tumorreduktion im Vergleich zur Kontrollgruppe beobachtet werden konnte 
(Oberg et al. 2014). Bispezifische Antikörper stellen somit ein Werkzeug dar, mit deren Hilfe 
die γδ-T-Zell-Zytotoxizität in vitro als auch in vivo im Vergleich zu Phosphoantigenen bzw. 
Bisphosphonaten zusätzlich gesteigert werden kann. 
Ein ausgeprägtes Stroma zeichnet CP und PDAC aus und ist wahrscheinlich für die 
Entstehung und Progression des PDAC verantwortlich (Farrow und Evers 2002, Kleeff et al. 
2007, Protti und Monte 2013, Ino et al. 2013, Oberg et al. 2014). In dieser Arbeit wurden die 
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T-Zellen im Stroma von CP- und PDAC-Gewebe unter Berücksichtigung des 
Differenzierungsstatus (Grading) der Tumore verglichen. Obwohl in dieser Arbeit nur eine 
begrenzte Anzahl von Fällen untersucht wurde, lässt diese Analyse deutlich erahnen, dass gut 
differenzierte Tumore noch einige Gemeinsamkeiten mit CP-Gewebe haben, während mäßig 
oder schlecht differenzierten Tumoren sich signifikant von CP unterscheiden. 
Experimentelle Nachweise in vitro und in vivo heben die Rolle von Stromazellen bei der 
Initiierung und Progression von PDAC hervor (Schäfer et al. 2012, Olive et al. 2009, Hartel et 
al. 2004, Müerköster et al. 2004). Eine große Anzahl von Stromazellen wie regulatorische T-
Zellen, Makrophagen und Myofibroblasten wurden mit kurzem Überleben von PDAC-
Patienten assoziiert (Kurahara et al. 2011, Kurahara et al. 2013, Hiraoka et al. 2006, Protti 
und Monte 2013, Ino et al. 2013). Jedoch wurden alle diese Studien mit einer heterogenen 
Patientenkohorte (T1 bis T4) durchgeführt. Im Gegensatz dazu versuchte die vorliegende 
Arbeit die prognostische Bedeutung der verschiedenen stromaassoziierten Variablen der 
PDAC-Patienten mit einem definierten, und zwar dem meist operiertem Stadium T3N1M0 zu 
untersuchen. Lediglich bei Patienten mit einem Alter unter 65 Jahre konnte zum Zeitpunkt der 
Operation ein signifikant längeres Überleben verzeichnet werden. Darüber hinaus korrelierte 
eine hohe Zahl der CD3
+
 T-Zellen mit einem verbesserten Überleben der Patienten. 
Zusammengefasst zeigt diese Arbeit, dass keine der ermittelten Variablen ein geeigneter 
prognostischer Marker bei Patienten in diesem Stadium ist. Um diese Feststellung zu 
untermauern sind natürlich weitere Analysen von größeren Patientengruppen nötig. Man 
könnte spekulieren, dass die Bestimmung der Zusammensetzung des Stromas und die in 
dieser Arbeit erfassten T-Zellsubpopulationen gut für die Vorhersage einer therapeutischen 
Antwort geeignet sind, wie es z.B. für Brustkrebspatienten gezeigt wurde (DeNardo et al. 
2011). In der Studie von DeNardo und Kollegen wurde gezeigt, dass die Blockade einer 
Makrophagen-Rekrutierung durch Antagonisten des Kolonie-stimulierenden-Faktor-1-
Rezeptors (CSF1R) in Kombination mit einer Chemotherapie und eine dadurch verstärkte 
zytotoxische Kapazität von CD8
+
 T-Zellen (vermehrte Ausschüttung von Perforinen, 
Granzyme, Interferon-γ), das primäre Tumorwachstum, die Metastasen-Bildung signifikant 
verringerten und das Überleben von den Brustkrebs-tragenden Mäusen verbesserten 
(DeNardo et al. 2011). Man könnte z.B. bei PDAC-Patienten, bei denen γδ-T-Zell Infiltration 
vorhanden ist, gezielt die γδ-T-Zellen stimulieren und somit die Tumorlyse einleiten. 
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Der Erfolg einer γδ-T-Zell basierten Immuntherapie erfordert jedoch ein profundes Wissen 
über die Zahl und Funktion von γδ-T-Zellen des Patienten. Unsere Arbeitsgruppe hat ein 
System etabliert, welches die Bestimmung der absoluten γδ-T-Zellzahl in kleinen Volumina 
von heparinisiertem Vollblut erlaubt. Im Vergleich zu der absoluten Zellzahl der γδ-T-Zellen 
im Blut von gesunden jungen Spendern waren Vδ2-γδ-T-Zellen bei Patienten mit PDAC 
vermindert (Oberg et al. 2014). Mehrere Studien haben eine erniedrigte absolute Zellzahl der 
γδ-T-Zellen bei Patienten mit Karzinom beschrieben. Der exakte Vergleich mit altersgleichen 
gesunden Spendern zeigte jedoch, dass die absolute Zellzahl der γδ-T-Zellen aufgrund des 
Alters und nicht aufgrund der Krebserkrankung reduziert war (Oberg et al. 2014). Parallel zu 
der altersbedingten Abnahme der Vδ2-γδ-T-Zellen konnte ein Anstieg von Vδ1-γδ-T-Zellen 
bei älteren Spendern im Vergleich zu der jüngeren Kohorte beobachtet werden. Vδ2-γδ-T-
Zellen befinden sich hauptsächlich im Blut und Vδ1-γδ-T-Zellen insbesondere in der Lunge, 
in der Haut und im Darm (Hinz et all. 1997, Kabelitz et al. 2005, Chiplunkar et al. 2009). 
Unsere Gewebeschnitte von CP- und PDAC-Patienten wurden mit einem pan-γδ-T-Zell 
Antikörper gefärbt, d.h. es wurden alle γδ-T-Zellen angefärbt. Interessant wäre die 
Unterscheidung von Vδ1- und Vδ2-γδ-T-Zellen, um so aufzeigen zu können, welche 
Subpopulation der γδ-T-Zellen in PDAC infiltrieren. Bisher sind jedoch keine paraffin-
gängigen anti-Vδ1- bzw. anti-Vδ2-mAk beschrieben. 
Jeder betrachtete Schnitt bzw. jedes Präparat ist ein Unikat und nur bedingt mit weiteren 
Präparaten vergleichbar. Bei den Präparaten handelte es sich um serielle Schnitte. Der 
Unterschied der seriellen Schnitte zu einander lag von 3µm bis ca. 30µm, was bei der 
Betrachtung bzw. Auswertung der Zellverteilung und Präparat-Struktur einen großen 
Unterschied macht. Die definitive Feststellung der Verteilung von T-Lymphozyten und 
insbesondere der Bezug der unterschiedlichen Subpopulationen wie CD4, CD8 und γδ-T-
Zellen zu einander war daher schwer definierbar. Obwohl die Präparate dreimal unabhängig 
voneinander beurteilt wurden und zum Schluss ein Mittelwert der ermittelten Scores errechnet 
wurde, handelt es sich um eine subjektive Auswertung und die Objektivität der Verteilung 
und der Bezug der T-Lymphozyten zueinander ist zu gering. Möglicherweise würde man bei 
einer erneuten Auswertung in einigen Präparaten abweichende Scores feststellen. Eine 
Steigerung der Objektivität könnte durch eine Computer gestützte Auswertung und eine 
gleichzeitige Färbung von CD3
+
-, CD4
+
-, CD8
+
-und γδ-T-Zellen mit unterschiedlichen 
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Farbstoffen in einem Präparat erzielt werden. Dies wäre mit Fluoreszenzmikroskopie und 
unterschiedlichen Fluorochrom-Farbstoffen bei Kryoschnitt-Präparaten möglich. 
Der genaue Wirkmechanismus von γδ-T-Zellen ist bei der Entstehung des PDAC noch nicht 
vollständig geklärt. Einige Autoren berichten sogar über die fördernde Wirkung von γδ-T-
Zellen bei der Entstehung von pankreatischen intraepithelialen Neoplasien durch IL-17 
Produktion (McAllister et al. 2014). 
Die Expression des Wachstumsfaktorrezeptors HER-2/neu wurde in verschiedenen 
Tumorarten studiert, was zum Standard der therapeutischen Anwendung beim Brustkrebs 
führte. Kürzlich wurde die Kombination von Trastuzumab mit Chemotherapie als neue 
Standard-Option für Patienten mit HER-2/neu positivem fortgeschrittenem Magenkarzinom 
erwogen (Bang et al. 2010).  
In vorliegender Doktorarbeit wurde zur immunhistochemischen Markierung von HER-2/neu 
der Klon SP3 verwendet, der in Ringversuchen der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. med. Röcken 
(Pathologie, UKSH, Campus Kiel) erfolgreich zur Mammakarzinom-Diagnostik verwendet 
wird (http://www.uni-kiel.de/path/public/files/QM/2011/2011_QuIP_HER2neu_Mamma_-
Immunhistochemie.pdf). Parallel zu den HER-2/neu Markierungen der seriellen Schnitte von 
PDAC-Gewebe wurden zur Qualitätssicherung der Immunfärbung Kontrollschnitte von 
Mammakarzinom-Gewebe durch die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. med. Röcken angefertigt. 
Eine mögliche Ursache für die in dieser Arbeit beobachtete negative Expression von HER-
2/neu könnten Fixationsartefakte sein (persönliche Kommunikation mit Prof. Dr. med. 
Röcken). Methodische Probleme konnten durch die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. med. Röcken 
weitgehend ausgeschlossen werden. Eine weitere naheliegende Möglichkeit die fehlende 
HER-2/neu Expression zu erklären, kann das verwendete Spenderkollektiv sein. Es wurden 
ausschließlich PDAC-Patienten im Stadium T3N1M0 gefärbt. Im Vergleich zeigten nur die 
Stadien T1-3N0M0 des Magenadenokarzinoms eine HER-2/neu Expression (Jeung et al. 
2012). 
In der Literatur ist eine HER-2/neu Expression von 11-80% der PDAC-Gewebe beschrieben. 
80% ist bei Betrachtung der Färbungen eher unwahrscheinlich, aber 11-45% wären denkbar 
(Harder et al. 2012, Yamanaka et al. 1993, persönliche Kommunikation mit Prof. Dr. med. 
Röcken). Abgesehen davon wurde bei der Analyse von PDAC Zelllinien beobachtet, dass bei 
PancTu-I, Panc89, Colo357 Zelllinien HER-2/neu exprimiert wird (Oberg et al. 2014). 
Hierfür wurden allerdings Antikörper verwendet, die für die Durchflusszytometrie bzw. für 
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Westernblot, jedoch nicht für Immunhistochemische Färbungen geeignet sind. Ferner lieferten 
die Ergebnisse mit dem humanisierten Herceptin bzw. mit dem bispezifischen Antikörper 
[(Her2)2xVγ9], welches als Zielantigen auf PDAC Zellen HER-2/neu erkennt in vitro und in 
vivo in immundefizienten Mäusen eindeutige Ergebnisse (Buechler et al. 2001, Buechler et 
al.2005, Oberg et al. 2014). 
Die Korrelation zwischen der manuellen immunhistochemischen Auswertung und Computer-
gestützten automatischen Bildanalyse der HER-2/neu Expression ist bei Magentumoren 78% 
und bei Tumoren im gastroösophagealen Übergang 84% (Jeung et al. 2012). Diese Ergebnisse 
zeigen, dass automatische Bildanalysen bei gastroösophagealen Adenokarzinomen eine 
niedrige Korrelation zur manuellen Auswertung hat. Interessant wäre die automatische 
Bildanalyse bei PDAC-Präparaten durchzuführen und im Vergleich zu unseren Ergebnissen 
zu stellen. Die HER-2/neu immunhistochemische Färbung ist in gastroösophagealen Tumoren 
im Gegensatz zu Brustkrebs heterogen und zeichnet sich mit unvollständigen 
Membranfärbung aus (Jeung et al. 2012). Dieser Umstand könnte auch bei PDAC-Präparaten 
zutreffen. Aufgrund der histologischen und biologischen Unterschiede zwischen Brustkrebs 
und PDAC könnten PDAC-Präparate unterschiedliche HER-2/neu Immunreaktivitätsmuster 
in der lichtmikroskopischen immunhistochemischen Darstellung zeigen. Unsere Präparate 
offenbarten bezüglich der HER-2/neu Expression keine Membranfärbung. Jedoch konnte man 
in mehreren Präparaten eine unvollständige bzw. nur die basale Schicht betreffende Färbung 
sehen. 
Eine weitere Ursache der nicht-membranständigen Anfärbung könnte auch sein, dass HER-
2/neu im Rahmen des Antigen-Shedding sezerniert wird und daher nicht mehr 
membranständig vorliegt. Unter Antigen-Shedding wird das Abstoßen von Antigenen z.B. 
HER-2/neu verstanden (Arribas und Borroto 2002, Zhang und Pastan 2008). Beim Antigen-
Shedding in Tumoren handelt es sich u.a. um einen Immunescape-Mechanismus. 
Leider wurde bei der automatisierten Färbung im Rahmen unserer Untersuchungen ein 
anderer Antikörper als in der Harder et al. Publikation (Klon TAB250 Zymed) verwendet. 
Zugleich war das untersuchte Spenderkollektiv breiter (T1-4N0-1M1) (Harder et al. 2012) als 
in unseren Untersuchungen (T3N1M0).  
Außerdem wurde von der Arbeitsgruppe von Harder und Kollegen keine weitere Analysen 
von anti-HER-2/neu Therapien bei Patienten mit metastasiertem Pankreaskarzinom 
empfohlen, da die Kombination Trastuzumab und Capecitabin im Vergleich zu Capecitabin 
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alleine nicht in verbesserten progressionsfreien Überleben und Gesamtüberleben resultierte 
(Harder et al. 2012). Interessant wäre in diesem Zusammenhang zu überprüfen inwiefern 
Capecitabin in Kombination mit dem neu entwickelten bispezifischen Antikörper 
[(Her2)2xVγ9] und einem adoptiven Transfer von γδ-T-Zellen als Therapie für PDAC 
geeignet wäre.  
Trotz der dringenden Notwendigkeit des verbesserten Verständnisses der möglichen 
immunsuppressiven Wirkung von Tumor-Mikroumgebung des Bauspeicheldrüsenkrebses auf 
γδ-T-Zell-Effektor-Funktion, scheinen γδ-T-Zellen ein vielversprechendes therapeutisches 
Werkzeug für die Behandlung von Patienten mit einem Pankreaskarzinom zu sein.  
Zusammenfassend hat diese Arbeit klare quantitative und qualitative Unterschiede in dem 
Vorkommen von T-Zellen im Stroma bei CP- und PDAC-Patienten offenbart. Darüber hinaus 
zeigt diese Arbeit, dass sich das PDAC von der CP auf der Basis der untersuchten Parameter 
unterscheidet. Um die getesteten Parameter zuverlässig für eine Differenzierung zwischen CP 
und PDAC verwenden zu können, sind weitere Untersuchungen von mehreren Fällen 
sinnvoll.  
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6 Zusammenfassung 
Für die Mehrzahl der Patienten mit einem duktalen Pankreasadenokarzinom (PDAC) besteht 
nach wie vor keine Aussicht auf eine Heilung. Dies ist maßgeblich bedingt durch das meist 
fortgeschrittene Krankheitsstadium bei Diagnosestellung sowie den intensiven Widerstand 
des Tumors gegenüber einer Chemotherapie. Charakteristisch für PDAC, aber auch für die 
chronische Pankreatitis (CP), die einen Risikofaktor für die Entstehung dieses Tumors 
darstellt, ist die starke desmoplastische Reaktion (Stroma). Ein Bestandteil des Stromas sind 
Immunzellen, deren Wirkung sowohl krankheitsfördernd als auch krankheitshemmend sein 
können. 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die spezifische immunhistochemische Färbung 
von -T-Lymphozyten etabliert und eine Infiltration von γδ-T-Zellen im PDAC und bei der 
CP nachgewiesen. Gleichzeitig erfolgte die Quantifizierung von infiltrierenden CD3
+
, CD4
+
, 
CD8
+
 T-Lymphozyten und die Auswertung der Expression des Wachstumsfaktorrezeptors 
HER-2/neu in beiden Pankreaserkrankungen. Es konnte gezeigt werden, dass γδ-T-
Lymphozyten wie auch CD3
+
 und CD8
+
 T-Lymphozyten in den gleichen Bereichen des 
Stromas und des Gangepithels beider Pankreaserkrankungen zu finden waren. Allerdings war 
die Dichte der γδ-T-Lymphozyten stärker im PDAC als in der CP ausgeprägt. Ferner 
sammelten sich die γδ-T-Lymphozyten im PDAC stärker im Gangepithel und im Stroma in 
der Nähe des Gangepithels an, während sie sich bei der CP vor allem im Stroma und fern von 
Gangepithelien ansammelten. Im Stroma waren CD3
+
, CD4
+
 und CD8
+
 T-Zellen wesentlich 
häufiger in CP- im Vergleich zu PDAC-Gewebe zu finden. CD8
+
 T-Zellen kamen im 
Verhältnis zu CD4
+
 T-Zellen häufiger in PDAC- als in CP-Präparaten vor. Das Gegenteil galt 
für die CD4
+
 T-Zellen, sie waren im Verhältnis zu CD8
+
 T-Zellen häufiger in CP- als in 
PDAC-Präparaten zusehen. Bei der Auswertung der Expression bezüglich des 
Oberflächenmoleküls HER-2/neu (für Tumorzellen) war keine spezifische membranständige 
Expression zu sehen. 
Diese Arbeit weist auf die Bedeutung von γδ-T-Lymphozyten bei einer möglichen 
Tumortherapie gegenüber PDAC hin. Die Anwesenheit von γδ-T-Lymphozyten in der Nähe 
der Tumorzellen und deren Lokalisation innerhalb des malignen Gangepithels von PDAC 
unterstreicht deren potenzielle Rolle bei der Immunantwort. 
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